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f o r m o f e l e c t r o l y t i c a l l y p r o d u c e d i o n s , h a s a w e l l - d o c u m e n t e d e f f i c a c y w h e n u s e d
i n h e a l t h c a r e s e t t i n g s (B l a n c 2 0 0 5 , Ca c h a f e i r o 2 0 0 7 ) .
A l i t e r a t u r e r e v i e v v^ c o n d u c t e d b y Ca c h a f e i r o e t a l (2 0 0 7 ) d r e w f r o m 1 0
p u b l i s h e d s t u d i e s t o c o n c l u d e t h a t c o p p e r
- s i l v e r i o n is a t i o n t e c h n o l o g y w a s a n
e f f e c t i v e m e a n s t o c o n t r o l L e g i o n e l l a i n h o s p i t a l w a t e r s y s t e m s . F u r t h e r m o r e , B l a n c
e t a i [ 2 0 0 5 ] u s e d s e v e n j ' e a r s
'
d a t a i r o m t h e U n tv e r s i L V H o s p i t a l c f L a u s a n n e , i n




l i v e r l o m s a t i o n
L O D o e r - s i i O s i i s a t i o n w
f i y n ' - i a n s r t i c u l a r i ^ / w h e n u s e d a t n i P i i t e n i n e r a t u r e s
K i m e t a l f / U U 4 ! a l s o f c ^ a i i a o l e m o r e a n i c
c o a t m s
d a ^ r f ^ p z i > n r i c r r a r t p i h o U " h t ^ e n r p r i Q e Q ??B c ^ O ^ C O D D e r
w a s u n a b l e t o b e s e p a r a t e d f r o m t h e d i s i n f e c t a n t
'
s o t h e r c o m p o n e n t s , a n d t h e
p r e c i s e
"
s e e d
"
c o n c e n t r a t i o n o f c o p p e r w a s u n k n o w n , a c a l c u l a t e d c o n t a c t t i m e f o r
9 9 % i n a c t i v a t i o n o f £ c o / / w i t h i n 1 5 m i n u t e s s u p p o r t s t h e h y p o t h e s i s t h a t c o p p e r
m a y b e a b l e t o p l a y a r o l e a s a d r i n k i n g - w a t e r d i s i n f e c t a n t .
N o t a b l y , m i c r o o r g a n i s m s h a v e b e e n p o s i t e d a s p o s s e s s i n g m e c h a n i s m s o f
r e s i s t a n c e t o t h e h a r m f u l e f f e c t o f c o p p e r , a n d o t h e r h e a v y m e t a l s . T h i s f a c t m a y
s u g g e s t a t e n d e n c y f o r c o p p e r t o a c t a s a p r o m o t e r o f m i c r o e v o l u t i o n i n m i c r o b i a l
p o p u l a t i o n s , l e n d i n g c r e d e n c e t o t h e h y p o t h e s i s t h a t i t h a s a d i s i n f e c t i n g e f f e c t .
C e r v a n t e s e t a l ( 1 9 9 4 ) f o u n d t h a t t h e p r e s e n c e o f e l e v a t e d l e v e l s o f a q u e o u s c u p r i c
i o n s i n t h e e n v i r o n m e n t
"
p r o m o t e s t h e s e l e c t i o n o f m i c r o o r g a n i s m s p o s s e s s i n g
g e n e t i c d e t e r m i n a n t s f o r c o p p e r r e s i s t a n c e
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'
g r o u p t o b e b o t h c h r o m o s o m a l a n d p l a s m i d - b a s e d i n
o r i g i n .
Z i n c i o n s , w h e n p r e s e n t i n f r e e a q u e o u s s o l u t i o n v A t h c o p p e r , p e r m i t c o p p e r
t o m o v e m o r e f r e e lj ^ b e t ^v e e n i t s c u p r i c f o r m (CU + + ) a n d i t s z e r o - v a l e n t fo r m (Cu ( s ) ) ,
fo i i o w i n g L e Ch a t i i e r
'
s P r i n c i p l e T h e c l a s s i c Ga l v a n i c c e i l , a s d i s c o v e r e d b y L u i g i
Ga l v a n i i n 1 7 8 0 (K e i t h l e y , 1 9 9 9 ) , c a n g e n e r a t e e l e c t ri c i t y a s a r e s u l t o f a n
o x i d a t i o n - r e d u c t i o n (
"
r e d o x
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) r e a c t i o n b e t w e e n c o p p e r a n d z i n c s a i Ls . I n a f r e e
Ga l v a n i c c e l l, a c h e m i c a l e q u i l i b ri u m i s f o r m e d b e t w e e n c o p p e r a n d z i n c a s
d e p i c t e d b e l o w :
n , - j ^
T h o u g h t h e p r e c i s e o x i d a t i o n - r e d u c t i o n c h e m i s t r y o b t a i n e d b y a d d i n g b o t h c u p r i c
a n d z i n c i o n s i n w a t e r , w i t h o u t t h e i r z e r o - v a i e n t c o u n t e r p a r t s , i s u n k n o w n , i t i s
t h e o r i s e d t h a t t h e p r e s e n c e o f z i n c i o n s m a y i n d u c e a s y n e r g i s t i c e f f e c t i n a n y
d i s i n f e c t i o n e f f i c a c y s h o w n b y c o p p e r ( S i n g e r , 2 0 1 0 ) .
M a t e r ia l s a n d P r o c e d u r e
M a t e r i a l s :
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1 6 D i g i t a l p H m e t e r
1 7 . D i g i t a l t h e r m o m e t e r
1 8 . S h a k e r p l a t f o r m
1 9 . 3 L D u i b e c c o
'
s P h o s p h a t e B u f f e r e d Sa l i n e
2 0 . P i p e t t e s ( 2 5 m L , 1 0 m L , 1 m L )
2 1 M i c r o p i p e t t e ( 1 0 0 0 ji L a n d 2 0 0 i^ L , w i t h t i p s ]
2 2 . 3 L a u t o c l a v e d 2X T SA
2 3 . F r o z e n m i c r o o r g a n i s m s t o c k (E . c o l i B )
P r o c e d u r e :
P r e p a r e d i l u t i o n a n d s a m p l i n g t u b e s
1 . L a b e l 5 s e t s o f 3 2 d i l u t i o n t u b e s a c c o r d i n g t o t i m e (t = 0 , 0 . 3 , 1 , 3 a n d 6 h r ) ,
r e a c t o r n u m b e r ( 1 - 8 ) a n d a d d 4 . 5 m L D P B S t o e a c h
2 . L a b e l 2 s e t s o f 6 d i l u t i o n t u b e s a c c o r d i n g t o i n i t i a l t i t e r ( £ c o i f ] a n d a d d 4 . 5
m L D P B S t o e a c h
3 . I n a s t e ri l e 1 2 5 m L b o t t l e , a s e p t i c a l l y a d d 1 8 6 1 g d i s o d i u m E D T A t o 1 0 0 m L
d e i o n i z e d w a t e r a n d m i x t h o r o u g h l y (w i l l y i e l d T OT E D T A = 5 x l 0
- 2 M )
4 U s i n g a m i c r o p i p e t t e , a d d 5 0 \i L o f 5 x 1 0 - 2 M E D T A t o d i l u t i o n t u b e s
c o r r e s p o n d i n g w it h t h e 1 0 - 1 d i l u t i o n o f r e a c t o r s 1 - 8 f o r a l l t i m e p o i n t s (w i l l
y i e l d T O T E D T A - Sx l O
- ^ M i n e a c h t u b e )
5 . L a b e l 3 0 x 1 5 m L c o n i c a l b o t t o m c e n t ri f u g e v i a l s a c c o r d i n g t o t i m e (t = 0 a n d
6 h r ) a n d r e a c t o r n u m b e r ( 1 - 1 5 ) f o r I CP - M S s a m p l e s
Pr e p a r e b u ff e r e d t e s t w a t e r
6 . I n a s t e r i l e 2 L P P E b o t t l e , a s e p t i c a l l y a d d 0 . 6 3 g s o d i u m b i c a r b o n a t e t o
1 5 0 0 m l d e i o n i z e d w a t e r s w i r l u n t i l d i s s o l v e d (w i l l y i e l d 0 . 4 2 0 0 5 g / L
N a H 2C0 3 o r T O T CO3 = 5 x l 0 - 3 M )
7 . C l o s e l i d t i g h t l y a n d s t o r e a t r o o m t e m p e r a t u r e o v e r n i g h t u n t i l t i m e o f
e x p e r i m e n t
P r e p a r e m e t a l l i c i o n s t o c k
1 0
8 . I n a s t e r i l e 1 2 5 m L b o t t l e , a s e p t i c a l ly a d d 0 . 0 5 3 g C u Ch t o 1 0 0 m L o f
d e i o n i z e d Vv ' a t e r a n d m i x t h o r o u g h l y (w i l l y i e l d a C u (l l ) m o l a r i t y o f
3 . 9 3 5 x 1 0 - 3 M )
9 . I n a s t e r i l e 1 2 5 m L b o t t l e , a s e p t i c a l l y a d d 0 . 1 0 6 g Z n Ch t o 1 0 0 m L o f
d e i o n i z e d w a t e r a n d m i x t h o r o u g h l y (w i l l y i e l d a Z n ( I I ) m o l a r i t y o f 7 7 5 x 1 0
"
3 M )
1 0 L a b e l M a c C o n k e y p l a t e s
1 1 L a b e l 2 4 M a c Co n k e y p l a t e s w i t h i n i t i a l t i t e r (£ c o i i ), d i l u t i o n (1 0 - 1 - 1 0 - 6 ) ,
a n d d u p l i c a t e n u m b e r (A o r B )
1 2 L a b e l r e m a i n i n g M a c Co n k e y p l a t e s w i t h r e a c t o r n u m b e r ( 1 - 8 ) , t i m e p o i n t
(0 , 0 . 3 , 1 , 3 , 6 h o u r s ) , d i l u t i o n ( 1 0 - 2 - 1 0 - 4 ) , a n d d u p l i c a t e n u m b e r (A o r B ) .
P r e p a r e m i c r o o r g a n i s m c u l t u r e s
1 3 . I n t w o 1 2 5 m L s t e r i l e s h a k e r fl a s k s
,
a d d 0 . 5 m L f r o z e n E . c o l i B s t o c k t o 3 0
m L o f T r y p t i c So y B r o t h (T S B)
1 4 . I n c u b a t e a t 3 7 ° C o v e r n i g h t (a t l e a s t 1 8 h o u r s )
1 5 I n t w o 1 2 5 m L s t e r i l e s h a k e r f l a s k s , a d d 0 . 3 m L o v e r n i g h t c u l t u r e o f £ c o l i B
t o 3 0 m L T SB
1 6 I n c u b a t e a t 3 7 ° C f o r 2 h o u r s
1 7 . M e a s u r e t h e o p t i c a l d e n s i t y o n a s p e c t r o p h o t o m e t e r a t 5 2 0 n m
1 8 . I f o p t i c a l d e n s i t y i s b e t ^v e e n 0 . 1 a n d 1 f o r b o t h s a m p l e s , d i s t r i b u t e e n t i r e
c o n t e n t s o f e a c h s h a k e r f l a s k i n t o s e p a r a t e 5 0 m . L c o n i c a l b o t t o m c e n t r i f u g e
v i a l s
1 9 . C e n t r i f u g e b a c t e r i a l c u l t u r e s f o r 2 5 m i n u t e s a t 3 0 0 0 r p m (- 2 6 0 0 G )
2 0 . D e c a n t t h e l i q u i d l a y e r i m m e d i a t e l y a f t e r r e m o v i n g f r o m t h e c e n t ri f u g e ,
t a k i n g c a r e n o t t o d i s r u p t t h e p e l l e t
2 1 . R e s u s p e n d p e l l e t s i n 2 5 m L D P B S b y v o r t e x i n g v i a l
2 2 . L a b e l , c o v e r , a n d s t o r e E . c o /7 v i a l s i n w e t t e d i c e u n t i l t i m e o f e x p e r i m e n t
A, s s a y l o g - p h a s e b a c t e r i a l c u l t u r e s
1 1
2 3
. U s i n g a m i c r o p i p e t t e , t a k e a 0 . 5 m L s a m p l e o f w a s h e d l o g - p h a s e E c o l i
c u l t u r e a n d a d d t o t h e a p p r o p r i a t e d i l u t i o n t u b e t o m a k e a 1 0 - 1 d i l u t i o n
2 4 . D i l u t e s e r i a l l y o u t t o 1 0
- 6 b y a d d i n g 0 . 5 m L o f s o l u t i o n t o 4 5 m L D P B S a n d
r e p e a t i n g f o u r a d d i t i o n a l t i m e s
2 5 . P i p e t t e 1 0 0 |i L f r o m e a c h d i l u t i o n t u b e o n t o t h e m i d d l e o f e a c h o f t w o p r e -
l a b e l e d M a c Co n k e y a g a r p l a t e s
2 6 U s i n g a s t e r i l e b e n t p l a s t i c r o d , s p r e a d t h e s a m . p l e e v e n l y o v e r t h e s u r f a c e o f
t h e m e d i u m b y r o t a t i n g t h e d i s h b y h a n d o r o n a t u r n t a b l e
2 7 . I n v e r t p l a t e s a n d i n c u b a t e a t 3 5
° C fo r 2 4 a n d 4 8 h o u r s
P r e p a r e r e a c t o r v e s s e l s
2 8 L a b e l 1 6 x 5 0 m L c o n i c a l b o t t o m c e n t r i f u g e v i a l s
2 9 Ch e c k p H o f t e s t w a t e r w i t h a d i g i t a l p H m e t e r
3 0 . A d d d r o p s o f I M H Cl w h i l e s w i r l i n g g e n t ly u n t i l p H r e a c h e s 7 . 2
3 1 . U s i n g a s t e r i l e 5 0 0 m L g r a d u a t e d c y l i n d e r a n d m e d i u m
- s iz e d fu n n e l
,
a d d
4 0 0 m L o f t e s t w a t e r t o a s t e r i l e 5 0 0 m L g l a s s b e a k e r
3 2 . U s i n g s e p a r a t e 1 0 m L p i p e t t e s , a d d 8 m L o f £ c o l i B c u l t u r e t o t h e b e a k e r
c o n t a i n i n g t e s t w a t e r a n d m i x t h o r o u g h l y f o r 5 m i n u t e s w i t h a s t i r b a r a n d
s t i r p l a t e
3 3 . U s i n g a 2 5 m L p i p e t t e , a s e p t i c a l l y d i s p e n s e 5 0 m L o f t e s t w a t e r i n t o r e a c t o r
v e s s e l s 9 - 1 6
3 4 U s i n g a 2 5 m L p i p e t t e , a s e p t i c a l l y d i s p e n s e 5 0 m l o f V v
^ a t e r m i x e d w i t h
m i c r o o r g a n i s m s i n t o r e a c t o r v e s s e l s 1
- 8 (v v i i l y i e l d a n a p p r o x i m a t e i n i t i a l
t i t e r o f I x l Q S u n i t s o f £ c o i r)
S a m p le a n d a s s a y f o r i n i t i a l b a c t e r i a l c o n c e n t r a t i o n s
3 5 . A t t i m e t = 0 h o u r s , r e c o r d a n d l a b e l t h e t e m p e r a t u r e a n d p H o f r e a c t o r
v e s s e l 1 6 u s i n g a d i gi t a l t h e r m o m. e t e r a n d p H m e t e r
3 6 . U s i n g a m i c r o p i p e t t e , t a k e a 0 . 5 m L s a m p l e f r o m r e a c t o r v e s s e l s 1 - 8 a n d a d d
t o t h e c o r r e s p o n d i n g d i l u t i o n t u b e t o m. a k e a 1 0 - 1 d i l u t i o n
3 7 D i l u t e s e r i a l l y o u t t o 1 0 - 4 b y a d d i n g 0 . 5 m L o f s o l u t i o n t o 4 . 5 m L D P B S a n d
r e p e a t i n g t w o a d d i t i o n a l t i m. e s
1 2
3 8 . P i p e t t e l OO i^ L f r o m d i l u t i o n t u b e s c o r r e s p o n d i n g t o d i l u t i o n s 1 0 - 2 t o 1 0 - 4
o n t o t h e m i d d l e o f e a c h o f t w o M a c Co n k e y a g a r p l a t e s
3 9 . U s i n g a s t e r i l e b e n t p l a s t i c r o d , s p r e a d t h e s a m p l e e v e n l y o v e r t h e s u r f a c e o f
t h e m e d i u m b y r o t a t i n g t h e d i s h b y h a n d o r o n a t u r n t a b l e
4 0 . I n v e r t p l a t e s a n d i n c u b a t e a t 3 5
° C f o r 2 4 h o u r s
4 1 . U s i n g a m i c r o p i p e t t e , t a k e a 2 m L s a m p l e f r o m r e a c t o r v e s s e l s 1 - 8 a n d a d d
t o t h e c o r r e s p o n d i n g 1 5 m L c o n i c a l b o t t o m c e n t r i f u g e v i a l s
S p i k e t e s t w a t e r s
4 2 . U s i n g 2 0 [ i L a n d 2 0 0 |i L m i c r o p i p e t t e s a t t i m e t = 0 h o u r s , a d d t h e
a p p r o p r i a t e a m o u n t o f 3 . 3 9 3 5 x 1 0
- 3 M C u CI I) a n d 7 . 7 5 x 1 0
- 3 M Z n (l [ ) s o l u t i o n
t o r e a c t o r v e s s e l s 1 - 7 a s i n d i c a t e d i n T a b l e 4
4 3 . Pl a c e a l l r e a c t o r s i n t e s t t u b e r a c k m o u n t e d t o a s h a k e r p l a t f o r m a n d m i x
v i g o r o u s l y fo r 1 0 m i n u t e s
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1 0 |i L o f Z n St o c k So l u t i o n
W i t h E . c o l i
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[ B ]
V e s s e l 1 3
2 0 ji L o f Cu St o c k S o l u t i o n
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V e s s e l 1 5
2 0 0 fi L o f C u S t o c k S o l u t i o n
1 0 0 p L o f Z n St o c k S o l u t i o n
N o o r g a n i s m s
1 3
4 6 U s i n g a m i c r o p i p e t t e , t a k e a 0 . 5 m L s a m p l e f r o m r e a c t o r v e s s e l s 1 - 8 , a d d t o
t h e c o r r e s p o n d i n g d i l u t i o n t u b e t o m a k e a 1 0
- 1 d i l u t i o n
,
a n d v o r t e x t o m ix
s a m p l e w i t h ED T A n e u t r a l i z e r
4 7 D i l u t e s e r i a l l y o u t t o 1 0 - 4 b y a d d i n g 0 . 5 m L o f s o l u t i o n t o 4 . 5 m L D PB S a n d
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1 9
t h a t t h e w a t e r s i n w h i c h t h e e x p e r i m e n t w a s p e r f o r m e d c o n t a i n e d n o g r o w t h
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i n o r d e r t o f a c i l i t a t e r e g r e s s i o n b a s e d o n a p r e s u m p t i o n o f l o g - l i n e a r k i n e t i c s , a s
w e l l a s c a l c u l a t i o n o f C o n c e n t r a t i o n - T i m e (C T ) v a l u e s . T h e s e d a t a a r e p r e s e n t e d
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1 34 8 7 8 7 6 6 5 2 4 0 8 9 1 3 3 80 1 3 0 4 0 9 7 8 7 0 4 9 2 4 6 2 3 1 5
0 2 9 2 8 3 6 2 0 9 0 4 9 0 6 1 0 5 9 5 1 1 8 9 3 9 9 7 2 2 0 5 0 4 1 6 6 1
1 6 3 3 4 0 9 2 58 3 2 8 0 9 5 6 6 8 30 7 64 1 3 8 0 4 2 0 6 4 5 8 9 9 9 6 8
T a b l e 9 : L o g i o o f S t a n d a r d i s e d N t / N o Ra t i o s , A v e r a g e d A c r o s s A l l T r i a l s
A s c a t t e r p l o t o f t h e a b o v e r e s u l t s w i t h s t r a i g h t l i n e s c o n n e c t i n g a d j a c e n t t i m e
p o i n t s , d e s c r i b i n g t h e o v e r a l l r e s u l t s o f t h e e x p e r i m e n t , i s p r e s e n t e d b e l o w i n P l o t
4 .
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O v e r a l l : C o p p e r a n d Z i n c C h l o r i d e a s E .
c o l l A n t a g o n i s t s




b ' 5 0 1 0 0 1 5 0 2 0 0 2 5 0 3 0 0 3 5 0 4 0 0
- 0 . 5 ;
- 1 : -
,
o
' 1 0 %
^ - 1 5
g : - ; * 3 0 %
•S r :: t : 1 0 0 %
" ^ • ^ Co n t r o l
- 3
- 3 5
T i m e (M i n u t e s )
P l o t 4 : O v e r a l l P e r f o r m a n c e o f Co p p e r a n d Z i n c C h l o r i d e a s E c o l i A n t a g o n i s t s i n
W a t e r , P r e s e n t e d a s S u r v i v a l L i n e s S t a n d a r d i s e d w i t h R e s p e c t t o M e t a l s - f r e e
Co n t r o l S a m p l e s a t E a c h T i m e P o i n t
A s t h e a b o v e d a t a i n d i c a t e , t h e r e i n d e e d s e e m e d t o b e a d i s i n f e c t i o n e f fe c t
o b s e r v e d b e t w e e n c o n t r o l w a t e r a n d V i - a t e r c o n t a i n i n g t h e m e t a l i o n d i s i n f e c t a n t .
St a t i s t i c a l a n a l y s i s o f t h i s e f f e c t , o n e - w a y A n a l y s i s o f V a r i a n c e (A N O V A ) fo r e a c h
d o s e a c r o s s t i m e , i s p r e s e n t e d b e l o w . N o t a b l y , a l l d o s e s y i e l d e d a t l e a s t a r e d u c t i o n
i n c u lt u r a b l e b a c t e r i a o f 9 9 %) ( 2 l o g i o ) , w i t h t h e m a x i m a l d o s e y i e l d i n g a r e d u c t i o n
o f 9 9 . 9 %o (3 l o g i o ) a f t e r s ix h o u r s .
A l s o n o t a b l e i s t h e fa c t t h a t s i g n i fi c a n t d i f f e r e n c e s i n t h e e x t e n t o f d i s i n f e c t i o n
w e r e n o t o b s e r v e d b e t w e e n d o s e s a c r o s s t i m e T h i s i m p l i e s t h a t a l l t h e d o s e s u s e d
i n t h i s e x p e r i m e n t p e r f o r m e d a t a p p r o x i m a t e l y t h e s a m e l e v e l o f e f fi c a c y . T h e
c r i t i c a l v a l u e s f o r t h e o n e - w a y A n a ly s i s o f V a r i a n c e b e t w e e n s a m p l e s u s e d t o a r r i v e
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a t t h i s c o n c l u s i o n a r e p r e s e n t e d b e l o w i n c a t e g o r i c a l t e r m s i n T a b l e 1 0 . F u l l d e t a i l s
o f t h e a n a l y s i s m a y b e f o u n d i n t h e A p p e n d i c e s .
F a c t o r C o n t e x t P r o b a b i l i t y o f I n s i g n i f i c a n c e B u r d e n o f P r o o f M e t
T i m e 1 0 % D o s e < 0 . 0 1 % Y e s
T i m e 3 0 % D o s e 0 0 7 % y e s
T i m e 1 0 0 % D o s e < 0 . 0 1 % Y e s
D o s e T i m e = 0 m i n
D o s e T i m e = 2 0 m i n 7 0 3% Y e s
D o s e T i m e = 6 0 m i n 5 2 . 8 8 %
D o s e T i m e = 1 8 0 m i n 8 5 . 8 2 %
i ;D o s e T i m e = 3 6 0 m i n 3 1 5 3 %
T a b l e 1 0 : C r i t i c a l V a l u e s f o r O n e - W a y A N O V A P e r f o r m e d o n E x p e r i m e n t a l D a t a
F o r e a c h i n d iv i d u a l d o s e , a s w e l l a s t h e c o n t r o l s a m p l e , r e g r e s s i o n a n a l y s i s
w a s u n d e r t a k e n fo r t h e i n d e p e n d e n t v a r i a b l e o f t i m e v e r s u s t h e d e p e n d e n t
v a ri a b l e o f l o g (N t / N o ] . ^ A l i n e a r m o d e l V v^ a s f i t t e d , w i t h t h e e n d g o a l b e i n g b o t h a
m a t h e m a t i c a l e q u a t i o n w i t h r o b u s t p r e d i c t i v e a c c u r a c y , a n d a CT v a l u e f o r t h e
d i s i n f e c t a n t .
A CT v a l u e [ c o n c e n t r a t i o n - t i m e v a l u e ) i s a v a l u e i n t e n d e d t o f a c i l i t a t e
c o m p a r i s o n s b e t w e e n d i f f e r e n t d i s i n f e c t a n t s o r d i s i n f e c t a n t c o n c e n t r a t i o n s
(d o s e s ) . T h e c o n c e n t r a t i o n , i n m i l l i g r a m s p e r m i l l i l i t e r , i s m u l t i p l i e d b y t h e t i m e t i n
m i n u t e s t a k e n t o a c h i e v e a c e r t a i n l e v e l o f d i s i n f e c t i o n u n d e r a g i v e n s e t o f
e x p e r i m e n t a l c o n d it i o n s (M a i e r e t a l , 1 9 9 9 ) . I d e a l l y , r e g r e s s i o n f o r e a c h d o s e o u g h t
t o l e a d t o t h e s a m e C T v a l u e , i n d i c a t i n g u n i f o r m i t y i n e f f e c t a c r o s s t r i a l s a n d a
l i n e a r d o s e - r e s p o n s e r e l a t i o n s h i p .
T h e r e g r e s s i o n s a r e d e p i c t e d b e l o w f o r t h e 1 0 % , 3 0 % , a n d 1 0 0 % g r o u p s , i n
p l o t s 5 , 6 , a n d 7 r e s p e c t i v e ly . I n t h o s e p l o t s , l i g h t s h a d i n g i n d i c a t e s t h e 9 5 %
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c o n f i d e n c e i n t e r v a l f o r t h e l i n e a r m o d e l T h e c o n t r o l g r o u p , s t a n d a r d i s e d a t v a l u e s
t h a t i n d i c a t e n e i t h e r g r o w t h n o r d e a t h , w a s n o t r e g r e s s e d , a s a l l v a l u e s w e r e 0
- 5 0 0 5 0 1 0 0 1 5 0 2 0 0 2 5 0 3 0 0 3 5 0 4 0 0
T i m e
P l o t 5 : B i v a r i a t e F i t o f L o g ( N t / N o ) f o r 1 0 % D o s e v s . T i m e





- 1 . 5
- 2
—
I i 1 1 1 \ 1 1
5 0 0 5 0 1 0 0 1 5 0 2 0 0 2 5 0 3 0 0 3 5 0 4 0 0
T i m e
P l o t 6 : B i v a r i a t e F i t o f L o g (N t / N o ) f o r 3 0% D o s e v s . T i m e
2 4
5 0 0 5 0 1 0 0 1 5 0 2 0 0 2 5 0 3 0 0 3 5 0 4 0 0
T i m e
P l o t 7 : B i v a r i a t e F it o f L o g (N t / N o ) fo r 1 0 0 % D o s e v s . T i m e
T h e c r i t i c a l r e g r e s s i o n v a l u e s f o r t h e s e t h r e e p l o t s , b a s e d o n t e r m s f o r k e y
p a r a m e t e r s o f t h e f i r s t
- o r d e r r e g r e s s i o n m o d e l , a r e d i s p l a y e d b e l o w i n T a b l e 1 1 .
D o s e
1 0 %
3 0 %
1 0 0 %
I n t e r c e p t
- 0 0 4 2 7 3 9
- 0 . 1 0 4 9 0 4
- 0 . 2 2 8 3 4 4
Sl o p e
0 . 0 0 6 7 2 0 8
0 0 0 5 8 9 2 5
0 0 0 8 3 5 9 2




T a b l e 1 1 : C r i t i c a l R e g r e s s i o n V a l u e s f o r E a c h D o s e O v e r T i m e
T h e b i v a r i a t e f i t f o r a l l d o s e s y i e l d e d s a t i s f a c t o r y r e s u l t s , v v ^ i t h t h e
p e r c e n t a g e o f v a r i a n c e i n d a t a e x p l a i n e d b y t h e l o g - l i n e a r m o d e l (a d ju s t e d r ^ )
b e i n g 9 9 % , 9 9 % , a n d 9 6 % fo r t h e r e s p e c t i v e d o s e s . A s c a n b e s e e n , a l l d a t a p o i n t s
w e r e c o n t a i n e d w i t h i n t h e 9 5 % c o n f i d e n c e i n t e r v a l f o r t h e f i t , a c r o s s a l l d o s e s .
F u r t h e r m o r e , a n i n i t i a l v a l u e o f 0 w a s c o n t a i n e d w i t h i n t h e 9 5 % c o n f i d e n c e
i n t e r v a l s o f a l l t h e l i n e s - o f - b e s t - f i t ; t h i s l e n d s s i g n i f i c a n t c r e d e n c e t o t h e m o d e l a s ,
b y d e f i n i t i o n , n e i t h e r g r o w t h n o r d e a t h c a n b e o b s e r v e d a t t i m e t = 0 m i n u t e s .
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G iv e n t h e s u i t a b i l i t y o f t h e b i v a r i a t e f i t , t h e l i n e a r r e g r e s s i o n m o d e l w a s
u s e d t o c a l c u l a t e c o n c e n t r a t i o n - t i m e ( CT ) v a l u e s f o r e a c h d o s e . I d e a l ly , t h e CT
v a l u e s a r r i v e d a t f o r e a c h d o s e w o u l d b e n e a r ly i d e n t i c a l , i n d i c a t i n g t h a t b o t h d o s e
a n d t i m e w e r e e q u a l l y s i g n i f i c a n t i n d e t e r m i n i n g d i s i n f e c t i o n . CT v a l u e s w e r e
c a l c u l a t e d u s i n g t h e l o g - l i n e a r r e g r e s s i o n e q u a t i o n f o r e a c h d o s e ; t h e y v a l u e i n t h i s
c a s e i s k n o w n , a n d t h e x v a l u e i s t h e a l g e b r a i c u n k n o w n T h e CT v a l u e s
c o r r e s p o n d i n g t o a 9 9 % a n d a 9 9 9% r e d u c t i o n [ 2 l o g a n d 3 l o g r e d u c t i o n ) fo r e a c h
d o s e a r e p r e s e n t e d b e l o w i n T a b l e 1 2 .
C T V a l u e (n i i l l i g r a m s * m i n u t e s p e r l i t r e ) 9 9 % 9 9 . 9 %
1 0 % D o s e 5 8 8 8
3 0 % D o s e 1 9 3 2 9 5
1 0 0 % D o s e 4 2 4 6 6 3
T a b l e 1 2 : C T V a l u e s f o r 9 9 % a n d 9 9 . 9 % R e d u c t i o n i n B a c t e r i a l C o n c e n t r a t i o n
,
B y
M e t a l I o n s D o s e
I n t e r p r e t a t io n o f R e s u lt s
D o s e W a s N o t S t a t i s t i c a l ly S ig n if i c a n t B e y o n d 2 0 M i n u t e s
I n o r d e r t o d e t e r m i n e w h e t h e r t h e e f f e c t o f t h e c o p p e r a n d z i n c d i s i n f e c t a n t
v a r i e d b y d o s e , o n e - w a y A N OV A a n a l y s i s v v / a s p e r f o r m e d f o r e a c h i n d i v i d u a l t i m e
p o i n t . F o r a l l t i m e p o i n t s b e y o n d 2 0 m i n u t e s , t h e r e w e r e n o t f o u n d t o b e
s i g n i f i c a n t d i f f e r e n c e s [a t t h e 1 0 % s i g n i f i c a n c e l e v e l ) i n t h e e f fi c a c y o f N r / N o r a t i o
r e d u c t i o n b e t u ' e e n d o s e s ; p v a l u e s fo r t i m e t = 6 0 m i n u t e s , t = 1 8 0 m i n u t e s , a n d
t = 3 6 0 m i n u t e s w e r e 0 5 2 8 8 , 0 8 5 8 2 , a n d 0 . 3 1 5 3 , r e s p e c t i v e l y . F o r t i m e t = 2 0
m i n u t e s , d o s a g e w a s s i g n i fi c a n t , w i t h a n a s s o c i a t e d p v a l u e o f 0 . 0 7 0 3 . T h i s i m p l i e s
t h a t v a r i a t i o n i n d o s e w a s n o t s t a t i s t i c a l l y s i g n i fi c a n t b e y o n d 2 0 m i n u t e s .
T i m e Wa s S t a t i s t i c a l ly S ig n ifi c a n t f o r A l l D o s e s
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I n o r d e r t o d e t e r m i n e w h e t h e r t h e e f f e c t o f t h e c o p p e r a n d z i n c d i s i n f e c t a n t
v a r i e d by t i m e , o n e - w a y A N O V A a n a l y s i s w a s p e r f o r m e d f o r e a c h d o s a g e . T h e r e
w e r e fo u n d t o b e s i g n i f i c a n t d i f f e r e n c e s fo r a l l d o s e s o v e r t i m e i n t h e e f f i c a c y o f
N t / N o r a t i o r e d u c t i o n ; t h e c o r r e s p o n d i n g p v a l u e s f o r t h e 1 0 % d o s e , 3 0 % d o s e , a n d
1 0 0 % d o s e w e r e l e s s t h a n 0 . 0 0 0 1 , 0 . 0 0 0 7 , a n d l e s s t h a n 0 . 0 0 0 1 r e s p e c t i v e ly . T h i s
i m p l i e s t h a t v a r i a t i o n i n t i m e w a s s i g n i f i c a n t , r e g a r d l e s s o f d o s e .
Ca l c u l a t e d CT V a l u e s Co n f i r m O n e - Wa y A N O VA A n a ly s is
T h e CT v a l u e s fo r e a c h m e t a l i o n s d o s a g e c o n f i r m a n a l y s i s c o n d u c t e d b y
o n e - w a y A N O V A T h e CT v a l u e s fo r e a c h d o s a g e i n c r e a s e d r o u g h l y l i n e a r l y w i t h
d o s e , i n d i c a t i n g t h a t d o s a g e i n t h i s c o n c e n t r a t i o n r a n g e i s a fa i r l y i n s i g n i f i c a n t
f a c t o r w h e n c o m p a r e d w i t h c o n t a c t t i m e , a t l e a s t i n t h e r a n g e o f v a l u e s t e s t e d i n
t h i s e x p e r i m e n t . E v i d e n t l y , t h e t h e s i s f o r a s i m p l e r e l a t i o n s h i p b e t w e e n
c o n c e n t r a t i o n a n d t i m e r e q u i r e d t o a c h i e v e a c e r t a i n l e v e l o f d i s i n f e c t i o n i s n o t
s u p p o r t e d b y t h e s e d a t a . T h i s a g r e e s w i t h t h e o n e - w a y A N O V A a n a ly s i s p r e s e n t e d
a b o v e .
A n Ex p o n e n t i a l M o d e l i s a G o o d F i t f o r t h e D a t a
T h e a d j u s t e d r
^ v a l u e s , o r t h e p e r c e n t a g e o f v a r i a n c e i n t h e d a t a e x p l a i n e d
b y a l i n e a r m o d e l , o f t h e l i n e o f b e s t fi t f o r t h e b a s e
- 1 0 l o g a r i t h m o f t h e N t / N o r a t i o
v e r s u s t i m e w e r e v e r y h i g h . T h e a d j u s t e d r ^ v a l u e s f o r t h e 1 0 % , 3 0% , a n d 1 0 0%
d o s e s w e r e 9 9 % , 9 9 % , a n d 9 6% r e s p e c t i v e l y T h e s e v a l u e s i n d i c a t e t h a t t h e
s t a n d a r d Ch i c k - W a t s o n m o d e l f o r e x p o n e n t i a l d e c a y , p r e s e n t e d b e l o w i n F i g u r e 1 ,
i s a g o o d f i t f o r t h e s e d a t a .
A ^ (^ ) = N o e
2 7
A n E q u i m a s s e d M ix t u r e o f Co p p e r a n d Z i n c Ch l o r i d e S a l t s , i n T h e s e E x p e r i m e n t a l
Co n d i t i o n s , A r e Ef f e c t i v e D i s i n f e c t a n t s
W i t h i n 6 h o u r s , e a c h e x p e r i m e n t a l d o s e y i e l d e d a t l e a s t a 9 9% r e d u c t i o n i n
b a c t e r i a l c o n c e n t r a t i o n . L i n e a r r e g r e s s i o n u s i n g t h e p a r a m e t e r s f r o m T a b l e 1 1
i n d i c a t e s t h a t 1 0 % d o s e y i e l d e d a 9 9 % r e d u c t i o n i n b a c t e r i a l c o n c e n t r a t i o n a t 2 9 1
m i n u t e s , o r a p p r o x i m a t e l y 4 . 2 h o u r s E x t r a p o l a t i o n i n d i c a t e s t h a t t h e 1 0% d o s e
w o u l d y i e l d a 9 9 9 % r e d u c t i o n i n b a c t e r i a l c o n c e n t r a t i o n a t 4 4 0 m i n u t e s , o r 7 . 3
h o u r s . S i m i l a r a n a l y s i s i n d i c a t e s t h a t t h e 3 0 % d o s e w o u l d y i e l d a 9 9 % r e d u c t i o n b y
3 2 1 m i n u t e s , o r 5 3 h o u r s , a n d a 9 9 . 9 % r e d u c t i o n b y 4 9 1 m i n u t e s , o r 8 . 2 h o u r s F o r
t h e 1 0 0 % d o s e , t h e t im e c o r r e s p o n d i n g t o a 9 9% r e d u c t i o n i s 2 1 1 m i n u t e s , o r 3 . 5
h o u r s ; t h e t i m e f o r a 9 9 . 9% r e d u c t i o n i s 3 3 1 m i n u t e s , o r 5 . 5 h o u r s
D is c u s s i o n
I n s u m m a r y , t h e d a t a i n d i c a t e t h a t t h e p r e s e n c e o f c o p p e r a n d z i n c i o n s i n
s o l u t i o n t o g e t h e r a r e h i g h l y c o r r e l a t e d w i t h d e c r e a s e s i n c u l t u r a b l e E c o l i , a s
m e a s u r e d b y t h e n u m b e r o f c o l o n y
- f o r m i n g u n i t s p e r m i l l i l i t r e . T h i s s u p p o r t s t h e
t h e s i s t h a t t h e r e i s a d i r e c t c a u s a t i v e e f f e c t ; i n o t h e r w o r d s , t h e i n t r o d u c t i o n o f a
m i x t u r e o f i o n i c c o p p e r a n d z i n c i n t o a n a q u e o u s s o l u t i o n r e s u l t s i n t h e r e d u c t i o n
o f c o l o n j ' - f o r m i n g u n i t s o f E . c o l i o v e r t i m e .
H o w e v e r , s i g n i fi c a n t d i f f e r e n c e s i n e f fi c a c y b e t w e e n d o s e s , a s m. e a s u r e d b y
d e c r e a s e i n c o n c e n t r a t i o n s o f c o l o n y - f o r m i n g u n i t s , w e r e n o t f o u n d I n t h e i n i t i a l
t i m e - p o i n t , n o r e a l d i f f e r e n c e c o u l d h a v e b e e n m e a s u r e d ; i n a l l o t h e r t i m e p o i n t s ,
d i s i n f e c t i o n p e r f o r m a n c e w a s r o u g h l y e q u a l a s d o s a g e v a r i e d . A s t h e i n c l u d e d p l o t s
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i n d i c a t e , t h i s s e e m s t o i m p l y t h a t d i f f e r e n c e s i n d o s a g e , a t l e a s t a m o n g s t t h e d o s e s
h e r e s t u d i e d
,
r e s u l t i n n e i t h e r s p e e d i e r e f f e c t n o r a n e f f e c t o f i n c r e a s e d m a g n i t u d e .
U l t i m a t e l y , a l l d o s e s r e s u l t e d i n a m i n i m u m r e d u c t i o n i n c o n c e n t r a t i o n s o f
c u l t u r a b l e E c o l i o n t h e o r d e r o f a t l e a s t l O^ (9 9 % ) b y 6 h o u r s , w i t h t h e 1 0 0 % d o s e
y i e l d i n g a m i n i m u m r e d u c t i o n o n t h e o r d e r o f 1 0 ^ ( 9 9 . 9 % ) . T h i s r e s u l t i s
e n c o u r a g i n g ; u n d e r t h e s t r i c t l a b o r a t o r y c o n d i t i o n s d e s c r i b e d a b o v e , t h e u s e o f a
m i x t u r e o f c o p p e r a n d z i n c i o n s i n c o n s u m a b l e a m o u n t s , a s d e f i n e d b y t h e U . S .
F o o d a n d D r u g A d m i n i s t r a t i o n , a s w e l l a s t h e W o r l d H e a l t h O r g a n i s a t i o n , c a n




s t r a i n s
g i v e n s u f f i c i e n t t i m e .
T h e r e a r e s e v e r a l f a c t o r s t h a t c o u l d h a v e l e n t e r r o r t o t h e d a t a . T h e fi r s t i s i n
t h e c o u n t i n g o f t h e E c o l i c o l o n i e s t h e m s e l v e s . I n t h i s r e s e a r c h , E . c o l i b a c t e ri a w e r e
g r o w n o n t h e s a m e m e d i a a s P s e u d o m o n a s a e r u g i n o s a . T h o u g h P s e u d o m o n a s
c o l o n i e s w e r e v i s u a l l y a n d u n m i s t a k a b l y d i s t i n c t f r o m E . c o l i c o l o n i e s a t l o w
c o n c e n t r a t i o n s , a t h i g h e r c o n c e n t r a t i o n s t h e c o l o n i e s b e c a m e m o r e d i f fi c u l t t o
d i s t i n g u i s h
F u r t h e r m o r e , b o t h b a c t e ri a d i s p l a y e d , o n o c c a s i o n , t h e a b i l it y t o c o - e x i s t i n
t h e s a m e c o l o n y . On o t h e r o c c a s i o n s h o w e v e r , n o m i x e d c o l o n i e s w e r e o b s e r v e d .
T h e i n t e r a c t i o n b e t w e e n £ c o U a n d Ps e u d o m o n a s i n c u l t u r e i s c u r r e n t l y u n k n o w n ;
i f a n y e x i s t s , s o m e e r r o r i n c o l o n y c o u n t s c o u l d h a v e o c c u r r e d a s a r e s u l t .
T h e s e c o n d p o t e n t ia l f a c t o r t h a t c o u l d h a v e l e n t e r r o r t o t h e d a t a i s t h e fa c t
t h a t i n i t i a l t i t r e s v a r i e d a c r o s s t r i a l s . T h o u g h u n l i k e l y , i t i s p o s s i b l e t h a t m i n u t e
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v a r i a t i o n s i n i n i t i a l t i t r e , d e f i n e d a s v a r i a t i o n s w i t h i n o r d e r s o f m a g n i t u d e , i n d u c e d
l o n g - t e r m e f f e c t s i n t h e c o u n t a n d v i a b i l i t y o f c o l o n y - f o r m i n g u n i t s o f b a c t e r i a .
A t h i r d p o t e n t i a l f a c t o r i s t h e u s e o f a l o w e r d e t e c t i o n l i m i t . A s p r e v i o u s ly
d e s c r i b e d , c o l o n y c o u n t s o f 0 c o u l d n o t b e t a k e n a s a c c u r a t e m e a s u r e m e n t s o f t h e
t r u e b a c t e r i a l c o n c e n t r a t i o n . S o m e r e s u l t s g iv e n h e r e a r e t h e r e f o r e u n d e r e s t i m a t e s
o f t h e t r u e p o t e n t i a l d i s i n f e c t i n g e f f i c a c y o f c o p p e r a n d z i n c c h l o r i d e
A f o u r t h p o t e n t i a l f a c t o r is t h e o b s e r v e d g r o w t h o f E . c o l i b a c t e r i a i n t h e
c o n t r o l v e s s e l o v e r t i m e . Su c h o b s e r v e d g r o w t h i s p r o b l e m a t i c , a s n e i t h e r
d i s i n f e c t a n t s n o r n u t r i e n t s w e r e p r e s e n t i n t h e c o n t r o l v e s s e l . T h o u gh t h e m e t h o d s
o f s t a n d a r d i s a t i o n u s e d h e r e w e r e m a t h e m a t i c a l l y a n d e x p e r i m e n t a l l y r i g o r o u s , i t
w o u l d b e p r e fe r a b l e f o r t h e r e t o b e n o n e e d t o s t a n d a r d i s e a t a l l o n t h e b a s i s o f
c h a n g i n g c o n c e n t r a t i o n s o v e r t i m e i n m e t a l s - f r e e c o n t r o l s a m p l e s .
T w o e x p l a n a t i o n s , a t l e a s t , e x i s t f o r t h e o b s e r v e d g r o w t h . T h e E . c o l i b a c t e r i a
v v^ e r e i n t r o d u c e d i n t h e i n i t i a l t i t r e i n t h e f o r m o f w a s h e d l o g
-
p h a s e c e l l s f r o m
g r o w th m e d i a . I t i s p o s s i b l e t h a t w h e n i n l o g - p h a s e , p a r t i c u l a r l y i n T r j ?p t i c So y
B r o t h (T SB ) , b a c t e r i a v v^ e r e c l u m p e d t o g e t h e r Ea c h c l u m p , t h o u g h i t m a y h a v e
c o n t a i n e d m a n y b a c t e r i a , w o u l d n e v e r t h e l e s s p r e s e n t a s o n l y a s i n g l e c o l o n y
-
f o r m i n g u n i t . A s t i m e p a s s e d , t h e c l u m p s o f c e l l s m a y h a v e n a t u r a l ly d i s a g g r e g a t e d ,
a n d t h e r e g i s t e r e d n u m b e r o f c o l o n y - f o r m i n g u n i t s w o u l d t h e r e f o r e h a v e
i n c r e a s e d .
A s e c o n d p o t e n t i a l e x p l a n a t i o n p r o p o s e s a d i f f e r e n t m e c h a n i s m f o r a n
i d e n t i c a l e f f e c t W h e n g r o w n i n l o g - p h a s e m e d i a , s p a t i a l l y - l i m i t e d b a c t e r i a h a v e
b e e n k n o w n t o i n c o m p l e t e l y s e p a r a t e a f t e r b i n a r y fi s s i o n ( B l a c k , 2 0 0 1 ) . L i k e
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c l u m p s , t h e s e l o n g c h a i n s o f b a c t e r i a l c e l l s w i l l p r e s e n t a s o n l y a s i n g l e c o l o n y -
f o r m i n g u n i t . G i v e n e n o u g h t i m e h o w e v e r , s u c h c h a i n s w i l l d i s s o c i a t e t o b e c o m e
d i s c r e t e c e l l s
,
a n d p r e s e n t a s m u l t i p l e c o l o n y - f o r m i n g u n i t s
A f i f t h p o t e n t i a l f a c t o r i s t h e p o s s i b i l i t y t h a t s a m p l i n g t i m e s w e r e
i n a d e q u a t e l y s p a c e d . G i v e n t h e d a t a , i t a p p e a r s a s t h o u gh t h e a d d i t i o n o f a s i x t h , o r
e v e n a s e v e n t h s a m p l i n g t i m e i n t h e e a r l y s t a g e s o f t h e e x p e r i m e n t ( i . e . b e t w e e n 0
a n d 6 0 m i n u t e s ) m a y h a v e p r o v e n b e n e f i c i a l t o d e t e c t d i f f e r e n c e s i n b a c t e r i a
c o n c e n t r a t i o n s a m o n g d if f e r e n t m e t a l i o n d o s e s f o r i n c r e a s e d p o w e r i n r e g r e s s i o n
a n a l y s i s S u c h a n i n c r e a s e i n a v a i l a b l e d a t a i n t h e i n i t i a l s t a g e s o f t h e r e a c t i o n
w o u l d d e c r e a s e e r r o r i n t h e r e g r e s s i o n m o d e l , a n d i m p r o v e a c c u r a c y I t i s a l s o
p o s s i b l e t h a t s u c h s a m p l i n g t i m e s w o u l d s i m p ly i n c r e a s e o b s e r v e d v a r i a b i l i t y i n
t h e d a t a . U n c e r t a i n t y i n fl u i d d y n a m i c s a n d m o s a i c f lo w m o d e l l i n g a l s o r e s u l t i n
n a t u r a l v a r i a b i l i t y i n s a m p l i n g f r o m m o v i n g w a t e r s (G r a e b e l , 2 0 0 7 ) .
T h e l a s t p o t e n t i a l f a c t o r i s o n e t h a t u n d e r l i e s a l l b e n c h m i c r o b i o l o g y b a s e d
o n c u l t u r i n g ; t h e fa c t t h a t o n l y c u l t u r a b l e , c o l o n y - f o r m i n g u n i t s o f b a c t e r i a a r e
b e i n g m e a s u r e d i s a p o t e n t i a l , t h o u gh u n l i k e l y , d r a w b a c k . I f , f o r s o m e r e a s o n ,
c o p p e r a n d z i n c i n t e r a c t w i t h E . c o U b a c t e r i a i n a f a s h i o n t h a t p r e v e n t s c o l o n y
fo r m a t i o n b u t d o e s n o t p r e v e n t h u m a n i n f e c t i o n a n d p a t h o g e n e s i s , t h e r e s u l t s
d i s p l a y e d h e r e w o u l d n o t b e a b l e t o b e e x t r a p o l a t e d t o p r e d i c t i m p l y r e a l
- w o r l d
d i s i n f e c t i o n p e r f o r m a n c e i n r e d u c i n g h u m a n i n fe c t i o n a n d r i s k s o f i l l n e s s .
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Su m m a r y o f F i n d i n g s
1 . D o s e o f m e t a l io n s b e t w e e n 1 0 a n d 1 0 0 % o f a d a i ly a ll o w a b l e d o s e w a s
n o t a s t a t i s t i c a l ly s ig n i f i c a n t v a r i a b l e b e y o n d 2 0 m i n u t e s i n c h a n g in g t h e
m a g n it u d e o f £ . c o / /
'
d i s i n f e c t io n .
2 . T i m e w a s a s t a t is t i c a l ly s i g n if i c a n t v a r i a b le f o r t h e m a g n it u d e o f E . c o l i
d i s in f e c t i o n f o r a l l m e t a l i o n d o s e s t e s t e d
3 . C a l c u l a t e d CT v a l u e s c o n f ir m t h e r e l a t i v e i n s ig n i f ic a n c e o f d o s e a s
c o m p a r e d t o t i m e i n p r e d ic t in g t h e m a g n it u d e o f E . c o / / d i s i n f e c t io n .
4 . T h e C h i c k - W a t s o n m o d e l o f e x p o n e n t i a l d e c a y is a g o o d f i t f o r t h e
d i s in f e c t i o n k i n e t i c s o f c o p p e r a n d z i n c c h l o r i d e s a lt s a s f . c o li a n t a g o n i s t s ,
u n d e r t h e s e e x p e r i m e n t a l c o n d it io n s
5 . W i t h i n t h e t i m e p e r io d s t u d i e d , c o p p e r a n d z i n c c h l o r i d e s a lt s w e r e
e f f e c t iv e E. c o l i a n t a g o n is t s , y ie ld in g 9 9 % r e d u c t io n i n c u lt u r a b i i it y a c r o s s
a l l d o s e s a n d a 9 9 . 9 % r e d u c t i o n f o r a d o s e o f 2 m i ll ig r a m s p e r lit r e .
Fu t u r e R e s e a r c h
M a n y q u e s t i o n s a r e l e f t u n a n s w e r e d b y t h i s r e s e a r c h . T h e f i r s t i s w h e t h e r a n y
e f fe c t s m a n i f e s t e d h e r e v / o u l d e x p r e s s t h e m s e l v e s i n o t h e r o r g a n i s m s . T h o u g h E .
c o l i i s a u s e fu l i n d i c a t o r o r g a n i s m , it b y n o m e a n s c o v e r s t h e fu l l s p e c t r u m o f
p o t e n t i a l a g e n t s o f g a s t r o - i n t e s t i n a i i n f e c t i o n a n d i l l n e s s . O t h e r i n d i c a t o r
o r g a n i s m s t o c o n s i d e r a r e s p o r e - fo r m i n g b a c t e r i a s u c h a s Cl o s t r i d i u m p e rf r i n g e n s ,
a n d c o l i p h a g e s s u c h M S - 2 b a c t e r i o p h a g e . C . p e rf r i n g e n s s p o r e s s e r v e a s i n d i c a t o r s
o f t h e m o r e p e r s i s t e n t p r o t o z o a n p a r a s i t e s , a n d M S- 2 s e r v e s a s a n i n d i c a t o r o f
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e n t e r i c v i r u s e s , t w o c a t e g o r i e s o f g a s t r o - i n t e s t i n a i p a t h o g e n s t h a t a r e n o t
n e c e s s a r i ly m o d e l l e d b y t h e d i s i n f e c t i o n r e s p o n s e s o f E . c o l i .
T h e s e c o n d i s w h e t h e r a n y e f f e c t s m a n i f e s t e d h e r e w o u l d e x p r e s s t h e m s e l v e s i n
w a t e r s m o r e c l o s e l y m o d e l l i n g t h o s e o f t h e f i e l d . H i g h ly c o n t r o l l e d l a b o r a t o r y
w a t e r s
,
t h o u g h a d v a n t a g e o u s f o r t h e p u r p o s e o f p r e l i m i n a r y e x p e r i m e n t a t i o n a n d
i s o l a t i o n o f v a r i a b l e s , a r e i n a d e q u a t e p r e d i c t o r s o f f i e l d p e r f o r m a n c e T h e w a t e r s
u s e d i n t h i s r e s e a r c h c o n t a i n e d n e g l i g i b l e o r g a n i c m a t t e r , w e r e b u f fe r e d t o a s i n g l e
p H n o t f u l l y r e p r e s e n t a t i v e o f d r i n k i n g w a t e r s o u r c e s , a n d w e r e w e l l c o n t r o l l e d a s
t o t e m p e r a t u r e , i o n i c c o n c e n t r a t i o n , a n d b a c t e r i a ] c o n c e n t r a t i o n . R e a l - w o r l d
w a t e r s a r e , n e e d l e s s t o s a y , u n l ik e ly t o b e a d e q u a t e l y r e p r e s e n t e d b y t h e
c o m p o s it i o n o f t h e t e s t w a t e r u s e d i n t h i s s t u d y .
T h e l a s t i s w h e t h e r a n y e f f e c t s o b s e r v e d w o u l d b e p r o d u c e d i f t h e c o p p e r a n d
z i n c a d d i t i v e w e r e t o b e i n t h e z e r o - v a l e n t f o r m , a s o p p o s e d t o t h e i o n i c . C u r r e n t l y ,
t h e
"
b i o a c t i v e f o r m
"
o f t h e m e t a l , i n o t h e r w o r d s t h e p r e c i s e c h e m i c a l s p e c i a t i o n
t h a t y i e l d s a d i s i n f e c t i n g e f f e c t i n a q u e o u s s o l u t i o n , i s u n k n o w n . T h o u g h t h e o r e t i c a l
k n o w l e d g e e x i s t s w h i c h i n d ic a t e s t h a t t h e i o n i c f o r m w o u l d b e t h e a c t i v e o n e , t h e
b e s t m e a n s o f e n s u r i n g t h a t t h i s s p e c i e s i s r e s p o n s i b l e fo r a d i s i n f e c t i n g e f fe c t i s
u n k n o w n . I n t r o d u c t i o n o f t h e z e r o - v a l e n t f o r m i n t o w a t e r m a y c h a n g e t h e m e t a l s
'
i n t e r a c t i o n w i t h t h e o r g a n i s m , o r h a v e s o m e o t h e r a s
-
y e t u n c h a r a c t e r i s e d e f f e c t o r
t i m e - i n d e p e n d e n t a c t i o n . A n e f f e c t i v e a n d r i g o r o u s c o m p a r i s o n o f t h e z e r o
- v a l e n t
f o r m t o t h e i o n i c f o r m fo r m i c r o b i a l d i s i n f e c t i o n o f w a t e r , t o o u r b e s t k n o w l e d g e ,
d o e s n o t y e t e x i s t .
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R e f e r e n c e s
B l a c k , J M i c r o b i o l o g y : P r i n c i p l e s a n d E x p l o r a t i o n s W i l e y 5 e , 2 0 0 1
B l a n c e t a l ,
" W a t e r d i s i n f e c t i o n w i t h o z o n e , c o p p e r a n d s i l v e r i o n s , a n d
t e m p e r a t u r e i n c r e a s e t o c o n t r o l L e g i o n e l l a : s e v e n y e a r s o f e x p e r i e n c e i n a
u n iv e r s i t y t e a c h i n g h o s p i t a l .
"
| H o s p I n f e c t 2 0 0 5 M a y ; 6 0 Cl ) : 6 9 - 7 2
Ca c h a f e i r o e t a l ,
"
I s c o p p e r - s i l v e r i o n i s a t i o n s a f e a n d e f f e c t i v e i n c o n t r o l l i n g
l e g i o n e l l a ?
"
J H o s p I n f e c t . 2 0 0 7 N o v ; 6 7 [ 3 } : 2 0 9 - 1 6 E p u b 2 0 0 7 Se p 2 9
C e r v a n t e s e t a l ,
"
C o p p e r r e s i s t a n c e m e c h a n i s m s i n b a c t e r i a a n d f u n g i
"
F EM S
M i c r o b i o l R e v . 1 9 9 4 Ju n ; 1 4 ( 23: 1 2 1 - 3 7 .
C l e a n W a t e r A c t , p e r m a l i n k a t
h t t p : / / w w w . e p a . g o v / r e g i o n 5 / w a t e r / p d f / e c w a _ t l p d f
D o m e k e t a l ,
"
E v i d e n c e f o r t h e r o l e o f c o p p e r i n t h e i n j u r y p r o c e s s o f
c o l i f o r m b a c t e r i a i n d r i n k i n g w a t e r
"
. A p p l E n v i r o n M i c r o b i o l . 1 9 8 4 A u g u s t ;
4 8 ( 2 ] : 2 8 9 - 2 9 3
G a d d
,
Gr i f f i t h s
"
M i c r o o r g a n i s m s a n d H e a v y M e t a l T o x i c i t y
"
M i c r o b i a l
E c o l o g y , 4 (4 ) : 3 0 3 - 3 1 7
G r a e b e l , W A d v a n c e d F l u i d M e c li a n i c s A c a d e m i c P r e s s , 2 0 0 7
H i s e r A , M u r p h y J, So b s e y M U n p u b l i s h e d D a t a : E .x p e r i m e n t s U s i n g Co p p e r
a n d Z i n c , 2 0 0 8
K e i t h l e y , Jo s e p h F . ( 1 9 9 9 ) . D a n i e l! C e l l Jo h n W il e y a n d So n s p p 4 9 - 5 1
K i m e t a l ,
"
C o n t r o l o f b a c t e r i a l g r o v / t h i n w a t e r u s i n g s y n t h e s i z e d o r g a n i c
d i s i n f e c t a n t
"
Ch e m o s p h e r e . 2 0 0 4 M a y ; 5 5 (5 ) : 7 7 5 - B 0
L e c t u r e g i v e n b y D r . A m o ! D h o n g r e , P r o f e s s o r E m e r i t u s , M a h a t m a G a n dh i
I n s t i t u t e o f M e d i c a l S c i e n c e s , Se w a g r a m , M H , I n d i a , Ju n e 8 t h , 2 0 1 0
L i n , Y E 19 9 6 . I n d i v i d u a l a n d Co m b i n e d E f f e c t s o f Co p p e r a n d Si l v e r I o n s o n
I n a c t i v a t i o n o f L e g i o n e l l a p n e u m o p h i l a . W a t . R e s 3 0 (8 ) : 1 9 0 5 - 1 9 13
M a i e r R .
,
P e p p e r I , G e r b a C . E n v i r o n m e n t a l M i c r o b i o l o g y A c a d e m i c P r e s s l e ,
2 0 0 0
M i n t z E , R e i f f F , T a u x e R
" "
S a f e W a t e r T r e a t m e n t a n d St o r a g e i n t h e H o m e
"
P e r m a l i n k a t h t t p : / / j a m a . a m a - a s s n o r g / c o n t e n t / 2 7 3 / 1 2 / 9 4 8 a b s t r a c t
S i n g e r , P . C D a n i e l A O k u n D i s t i n g u i s h e d P r o f e s s o r o f E n v i r o n m e n t a l
S c i e n c e s a n d E n g i n e e r i n g , G i l l i n g s S c h o o l o f Gl o b a l P u b l i c H e a l t h , t h e
U n iv e r s i t y o f N o r t h Ca r o l i n a a t Ch a p e l H i l l
3 4
So b s e y , M D , K e n a n D i s t i n g u i s h e d P r o f e s s o r o f E n v i r o n m e n t a l Sc i e n c e s a n d
E n g i n e e r i n g , G i ll i n g s Sc h o o l o f Gl o b a l P u b l i c H e a lt h , t h e U n iv e r s i t y o f N o r t h
C a r o l i n a a t Ch a p e l H i l l .
S u d h a e t a l
,
"
K i l l i n g o f e n t e r i c b a c t e r i a i n d r i n k i n g w a t e r b y a c o p p e r d e v i c e
f o r u s e i n t h e h o m e : l a b o r a t o r y e v i d e n c e .
"
T r a n s R So c T r o p M e d H y g 2 0 09
A u g ; 1 0 3 C8 ) : 8 1 9 - 2 2 . E p u b 2 0 0 9 F e b 2 3
T h u r m a n , R B . 1 9 8 9 . T h e m o l e c u l a r m e c h a n i s m s o f c o p p e r a n d s i l v e r i o n
d i s i n f e c t i o n o f b a c t e r i a a n d v i r u s e s C r i t i c a l R e v i e w s i n E n v i r o n m e n t a l
Sc i e n c e a n d T e c h n o l o g y 1 8 (4 ] : 2 9 5 - 3 1 5 .
U S EPA
"
D r i n k i n g W a t e r St r a t e g y
"
p e r m a l i n k a t
h t t p : / / w a t e r e p a . g o v / l a w s r e g s / r u l e s r e g s / s d w a / d w s t r a t e g y / i n d e x c fm
U SE PA , 1 9 8 9 . G u i d a n c e M a n u a l f o r C o m p l i a n c e w i t h t h e F i l t r a t i o n a n d
D i s i n f e c t i o n Re q u i r e m e n t s f o r P u b l i c W a t e r Sy s t e m s U s i n g S u r f a c e W a t e r
So u r c e s O f f i c e o f W a t e r
,
U S E n v i r o n m e n t a l P r o t e c t i o n A g e n c y , W a s h i n g t o n ,
D C .
W . H O .
"
C o p p e r i n D r i n k in g W a t e r
"
, p e r m a l i n k a t
w w w w h o . i n t / w a t e r _ s a n i t a t i o n _ h e a l t h / dw q / c h e m i c a I s / c o p p e r p d f
W . H O .
"
G l o b a l A n n u a l A s s e s s m e n t o f Sa n i t a t i o n a n d D r i n k i n g
- W a t e r 2 0 1 0
R e p o r t
"
p e r m a l i n k a t
h t t p : / / w w A V w h o . i n t / w a t e r _ s a n i t a t i o n _ h e a l t h / g l a a s / e n /
W . H O " G l o b a l W a t e r S u p p ly a n d S a n i t a t i o n A s s e s s m e n t 2 0 0 0 R e p o r t
"
p e r m a l i n k a t
h t t p : / / w w w w h o . i n t / d o c s t o r e / w a t e r _ s a n i t a t i o n _ h e a l t h / Gl o b a s s e s s m e n t / G l
o b a l T O C . h t m
W . H . O . " P r o d u c t i o n o f Z i n c T a b l e t s a n d Z in c O r a l S o l u t i o n s
"
, p e r m a l i n k a t
w w w . e m r o w h o . i n t / c a h / P D F / z i n c _ p r e p a r a t i o n s . p d f
W . H . O . " W o r l d H e a lt h R e p o r t 2 0 0 0
"
p e r m a l i n k a t
h t p : / / w A v w w h o i n t / w h r / 2 0 0 0 / e n / i n d e x h t m l
W . H O .
"
Z i n c i n D r i n k i n g
- W a t e r "
, p e r m a Un k a t
w w w w h o i n t / w a t e r _ s a n i t a t i o n _ h e a l t h / dw q / . . / z i n c . p d f
WSSCC .
"
H o u s e h o l d - C e n t r e d E n v i r o n m e n t a l Sa n i t a t i o n
"
p e r m a l i n k a t
h t t p : / / w w w . w s s c c o r g / f i l e a d m i n / f i l e s / p d f / p u b l i c a t i o n / h c e s p d f
Z e v e n h u i z e n e t a l ,
"
I n h i b i t o r y E f f e c t s o f Co p p e r o n B a c t e r i a Re l a t e d t o t h e
F r e e I o n Co n c e n t r a t i o n
"
M i c r o b i a l E c o l o g y 5 (2 ) : 1 3 9 - 1 4 6
3 5
A p p e n d i x A : D a t a T a b l e s
T r ia l 1 R a w R a w R a w R a w R a w R a w R a w R a w R a w R a w R a w R a w R a w R a w R a w Ra w R a w R a w R a w R a w
T im e (m i n ) 2 0 2 0 2 0 2 0 6 0 6 0 6 0 6 0 1 80 1 8 0 1 80 1 8 0 3 6 0 3 6 0 36 0 3 6 0
D i lu t i o n - 3 - 2 - 4 - 1 - 3 - 1 .
-
>
5 a 6 2 1 2 8 3 5 2 7 1 3 6 2 7
5b 5 2 2 9 1 5 3 2 7
6 a 1 6 20 5 8 1 1 0 2 9 1 28 34
6 b 5 2 1 3 23 9 5 2 3 6 1 2 0 2 2
7 a 6 4 1 0 1 1 2 1 5 3 0 6 1 2 1
7 b 3 8 6 6 2 0 3 6 3 8
8 a 7 2 1 7 8 0 2 8 1 0 6 2
8 b 5 2 2 6 50 3 2 12 5 8
T r i a l 3 R a w Ra w R a w R a w R a w R a w R a w R a w R a w R a w R a w R a w R a w R a w R a w R a w R a w R a w R a w R a w




























































T r i a l 4
D i l u t i o n
R a w
- 1










R a w R a w R a w
- 3
R a w R a w R a w
- 2
R o w R a w
- 4
5 e 5 8 2 2 9 6 4 9 3 6 2
5 f 5 3 2 1 3 6 1 89 3 9 5 8
6 e 7 8 1 3 33 58 2 0 1 6 1 6 5
6g 7 3 3 3 3 1 1 1 1 7 1 1 7
7 e 1 1 5 1 7 1 19 6 1
7 f 1 15 1 2 1 34 17 7 4
8 e 1 0 6 96 2 0 6 3 2 5 1 7 3 0 2 1 7 1
8 f 9 7 1 8 1 1 9 8 7 3 4 1 9 3 0 2 1 7 1
T r i a l S R a w R a w Ra w R a w R a w R a w Ra w R a w R a w R a w R a w R a w R a w R a w R a w R a w R a w R a w R a w R a w
D i l u t i o n - 3 - 4 - 2 - 3 - 4 - 1 - 4 - 1 - 4
5 g 1 3 3 1 7 5 0 4 6 1 5 14
5 h 1 1 8 7 2 7 1 14
6 g 2 1 1 1 4 6 7
6 h 1 4 18 8 2 5 4 9
7 g 1 2 1 1 6 8 3 1 6 6 1
7 h 1 2 1 1 2 9 4 1 0 2 9 1 6 0
1 1 8 1 23 9 4 3 2 5 2 4 8 26 8 2 0
8 h 13 2 14 2 4 3 3 7 2 5 3 3 1 2 6 4 1 0
T a b l e 1 : R a w D a t a
3 7
T r i a l 1
T im e (m i n )
5 a
St a n d
0
6 0 9 0 9 09 09 1
S t a n d
2 0
1 5 4 0 5 4 0 5 4 1
S t a n d
6 0
_
3 0 0 0
S t a n d
1 8 0
1 5 1 3 5 1 3 5 1 4
S t a n d
3 6 0
1 0
5 b 5 2 7 2 . 7 2 7 2 7 3 4 9 0 9 09 0 90 9 3 0 0 0 1 6 5 6 6 6 6 66 7 1 0
6a 1 9 0 9 0 9 0 9 0 9 2 5 6 5 6 5 6 6 6 7 2 9 0 0 1 4 8 6 4 8 5 4 8 5 1 0
6 b 5 9 0 9 0 9 0 9 0 9 2 5 75 6 7 5 6 7 5 3 5 4 5 4 5 4 5 4 5 1 3 2 4 3 24 3 2 4 1 0
7 a 6 7 2 7 2 7 2 7 2 7 1 1 6 2 1 6 2 1 6 2 3 0 9 0 9 0 9 0 9 1 7 8 3 7 8 3 7 8 3 8 2 0
7 b 4 1 8 1 8 1 8 1 8 2 7 8 1 8 1 8 1 8 1 8 4 0 0 0 4 0 0 0 50
8 a 7 0 9 0 9 0 90 9 1 1 7 2 7 2 7 27 2 7 7 8 1 8 1 8 1 8 18 3 4 5 4 5 4 5 4 5 5 6 2 7 2 7 2 7 2 7 3
8 b 5 4 5 4 5 4 54 5 5 26 0 0 5 1 8 1 8 1 8 18 2 4 0 0 0 5 7 2 7 2 7 2 7 27
T r i a l 3 St a n d S t a n d S t a n d St a n d S t a n d
5 c 1 0 5 0 0 0 3 8 5 4 5 4 5 4 5 5 23 0 0 0 1 0 0 0 1 9 7 2 7 27 2 7 3
5 d 8 1 0 0 0 1 2 5 0 0 0 4 3 0 0 0 1 0 0 0 2 1 5 4 5 4 5 4 5 5
6 c 1 7 6 0 0 0 1 8 3 6 3 6 3 53 5 8 5 0 0 0 1 7 0 0 0 5 9 4 5 9 4 5 9 4 6
6d 1 1 0 00 0 6 10 0 0 9 3 00 0 2 24 54 5 4 54 5 1 3 5 1 3 5 1 3 5 1
7 c 1 8 1 0 0 0 1 3 0 9 0 9 0 9 0 9 3 5 0 0 0 7 0 0 0 1 0
7 d 1 1 3 0 0 0 2 3 0 90 9 0 9 0 9 64 0 0 0 7 6 3 6 3 6 3 6 3 5 7 0
8 c 1 5 4 0 0 0 1 0 2 0 0 0 1 4 3 0 0 0 4 3 7 0 0 0 3 9 8 0 0 0
8 d 9 5 0 0 0 1 9 5 0 0 0 1 2 5 00 0 4 5 6 0 0 0 3 46 0 0 0
T r i a l 4 S t a n d S t a n d S t a n d S ta n d St a n d
T im e (m in ) 0 2 0 60 1 8 0 3 6 0
5 e 5 6 3 6 3 6 36 36 2 5 4 8 5 4 8 6 4 9 8 54 5 4 54 5 4 5 6 3 6 3 6 3 6 3 54 1 0 0
5 f 5 0 0 0 0 2 5 0 4 5 04 5 0 5 1 1 63 6 3 6 3 5 4 5 9 0 9 0 9 0 9 0 9 1 0 0
3 8
6 e i n n i i m 3 1 8 1 8 1 8 1 8 2 7 0 9 0 9 0 9 0 9 1 1 6 3 6 3 6 3 6 3 5 1 5 5 4 5 4 54 5 5
6 f l l l l l l i m 3 2 7 2 7 2 7 2 7 3 3 8 1 8 1 8 1 8 1 8 1 6 3 6 3 6 3 6 3 6 W l l l l l l l l
7 e 1 0 9 0 9 0 9 0 9 1 1 7 2 9 7 2 9 7 3 5 8 1 8 1 8 1 8 1 8 4 0 0 1 0 0
7 f 1 1 5 4 5 4 5 4 5 5 1 3 7 8 3 7 8 3 7 8 6 8 1 8 1 8 1 8 1 8 1 0 0 1 0 0
8 e 9 8 1 8 1 . 8 1 8 1 8 1 0 5 4 5 4 5 4 5 5 8 00 0 0 1 7 0 0 0 0 4 3 0 0 0 0
8 f 9 2 7 2 7 2 7 2 7 3 1 8 1 8 1 8 1 8 1 8 1 1 0 0 00 1 9 0 0 0 0 4 3 0 0 0 0
T r i a l 5 S t a n d S ta n d S t a n d St a n d S t a n d
5 g 1 3 69 3 6 9 3 6 9 4 9 0 9 0 9 09 0 9 5 6 3 63 6 36 3 6 1 4 5 4 5 4 5 4 5 5 54 54 5 4 5 4 5 5
5 h 1 1 18 1 8 1 8 1 8 6 9 09 0 9 0 9 0 9 7 0 9 0 9 0 90 9 1 1 4 5 4 5 4 5 4 5 5 6 3 5 3 6 3 6 3 6 4
6 g 7 2 7 2 7 2 7 2 7 3 2 0 6 3 0 5 3 0 6 3 6 4 5 4 5 4 5 4 5 5 1 0 0 1 0
6 h 1 4 0 0 0 1 9 8 1 9 8 1 9 8 2 4 9 0 9 0 9 0 9 0 9 1 0 0 1 0
7 g 1 2 4 5 4 5 4 5 4 5 9 0 0 9 0 0 9 0 0 9 6 0 9 0 9 0 9 0 9 1 1 8 1 8 1 8 1 8 1 8 1 0
7 h 1 2 0 9 0 9 0 9 0 9 9 4 5 9 4 5 9 4 5 9 3 1 8 0 1 8 0 1 8 1 0 0 1 0
1 1 0 00 8 1 9 8 1 9 8 1 9 8 2 5 6 3 6 3 63 6 4 2 7 2 7 2 7 2 7 2 7 2 5 1 8 1 8 1 8 1 8
8 h 8 0 0 0 1 32 7 2 7 2 7 2 7 2 5 4 5 4 5 4 5 4 5 2 5 8 1 8 1 8 1 8 2 2 4 9 0 9 0 9 0 9 1
T a b l e 2 : D i l u t i o n - St a n d a r d i s e d D a t a
3 9
T r i a l 1
T im e (m i n )
A v e r a g e
0
A v e r a g e
2 0
A v e r a g e
6 0
A v e r a g e
1 8 0
A v e r a g e
3 6 0
5 1 5 6 8 1 8 1 8 1 8 2 32 24 8 1 57 2 5 3 0 0 0 1 5 9 0 0 9 0 0 9 1 0
6 1 39 0 9 0 9 0 9 0 9 26 7 1 1 7 1 17 1 i i m i i m 1 4 0 5 4 0 54 0 5 1 0
7 1 54 5 4 5 4 5 4 5 5 9 7 1 9 9 0 1 7 2 3 5 4 5 4 5 4 5 4 5 2 3 9 1 8 9 1 8 9 2 4 0
8 1 &n i J 2 1 2 1 3, 2 1 6 3 63 63 6 4 6 5 0 0 z i i i m i n 6 0 00
T r i a l 3 A v e r a g e A v e r a g e A v e r a g e A v e r a g e A v e r a g e
5 3 9 3 0 0 0 8 1 7 7 2 7 2 7 2 7 3 30 0 0 1 0 0 0 2 0 6 3 6 3 6 3 64
6 3 1 4 30 00 3 9 68 1 8 1 8 1 8 8 9 0 0 0 1 9 7 2 7 27 2 7 3 9 7 2 9 7 2 9 7 3
7 3 1 4 7 0 0 0 1 80 9 0 9 0 9 0 9 4 9 5 0 0 7 3 1 8 1 S1 8 1 8 40
8 3 1 2 9 5 0 0 1 4 8 5 0 0 1 3 4 0 0 0 4 4 6 50 0 3 7 2 0 0 0
T r i a l 4 A v e r a g e A v e r a g e A v e r a g e A v e r a g e A v e r a g e
5 4 5 3 1 8 1 8 1 8 1 8 2 5 7 6 5 7 6 5 7 7 1 0 0 9 0 9 09 0 9 6 1 3 6 , 3 6 3 6 3 6 10 0
6 4 7 7 7 2 7 2 7 27 3 3 2 27 2 7 27 2 7 54 5 4 54 54 5 5 1 6 3 6 . 3 6 3 6 3 6 1 3 4 09 0 9 09 1
7 4 1 1 2 27 2 7 2 7 3 1 5 54 0 5 4 0 5 4 6 3 1 8 1 8 1 8 1 8 2 5 0 1 0 0
8 4 9 5 4 5 4 5 4 5 4 5 1 4 3 6 3 6 3 6 3 6 9 5 0 0 0 1 8 0 0 0 0 4 3 0 0 0 0
T a b l e 3 : T r i a l - A v e r a g e d D a t a
4 0
T r i a l 1
T im e (m i n )
N t/ N o N t/ N o
2 0
N t/ N o
6 0
N t/ N o
1 8 0
N t/ N a
3 6 0
5 1 0 5 6 7 5 67 5 68 0 5 2 8 0 2 7 9 8 5 5 8 5 6 0 0 0 1 7 6
6 1 0 6 8 3 3 2 2 8 5 8 0 8 24 4 1 8 5 0 5 0 3 5 9 5 2 2 3 1 3 0 0 0 2 5 5 8 1 4
7 1 0 1 7 81 98 1 9 8 0 6 5 0 4 3 8 5 1 35 1 4 0 0 0 7 3 3 3 3 3 3
8 1 0 3 4 4 9 2 7 5 3 6 1 0 3 6 2 3 1 8 8 4 0 5 9 4 2 0 2 8 9 9 0 9 5 6 5 2 1 7 3 9
T r i a l 3 N t/ N o N t/ N o N t / N o N t/ N o N t / N o
5 3 0 8 7 9 27 6 6 3 7 0 3 5 4 8 3 8 7 1 0 0 1 0 7 5 2 6 8 8 0 22 1 8 9 6 3 8 3
6 3 0 2 7 7 4 9 5 2 3 2 0 6 2 2 3 7 7 6 2 2 0 1 3 7 9 5 2 9 5 6 0 0 0 6 8 0 4 0 0 7
7 3 0 1 2 3 06 7 4 0 9 0 3 3 6 7 34 69 4 0 0 4 9 7 8 3 55 0 0 0 0 2 7 2 1 0 9
8 3 1 1 4 6 7 1 8 1 4 7 1 0 3 4 74 9 0 3 5 3 4 4 7 8 7 6 4 4 8 2 8 7 2 5 8 6 8 7 3
T r i a l 4 N t/ N o N t/ No N t/ N o N t/ N o N t/ N o
5 4 0 4 8 4 4 8 4 4 8 4 0 1 8 9 7 4 3 5 9 0 1 1 5 3 8 4 5 1 5 0 0 0 1 8 8 0 3 4 2
6 4 0 4 1 5 20 4 6 7 8 0 0 7 0 1 7 5 4 3 9 0 0 2 1 0 5 26 3 2 0 17 2 5 1 4 6 2
7 4 0 1 3 8 4 1 7 7 7 0 0 5 6 2 7 5 3 0 4 0 0 0 2 2 2 6 7 2 1 0 0 0 0 8 9 0 5 8 8
8 4 1 5 0 4 7 6 1 9 05 0 9 9 5 2 3 8 0 9 5 1 8 8 5 7 1 4 2 8 6 4 5 0 4 7 6 1 90 5
T a b l e 4 : N t / N o R a t i o s , Ca l c u l a t e d B y T r i a l
4 1
T r i a l 1 S t a n d a r d is e d S t a n d a r d is e d S t a n da r d i s e d S t a n d a r d i s e d S t a n d a r d i s e d
T im e (m i n ) 2 0 60 1 8 0 3 6 0
5 1 1 6 4 5 4 5 8 9 9 8 0 5 0 9 53 8 4 6 2 0 4 70 9 7 6 9 2 8 0 0 0 1 8 4
5 1 1 9 8 1 0 6 2 0 5 7 0 7 95 5 9 2 7 7 9 0 6 0 5 0 4 9 7 4 6 0 0 0 2 6 7 4 4 1 9
7 1 0 5 1 6 6 2 5 0 28 0 6 2 7 2 7 2 7 2 7 0 7 3 7 9 8 6 1 5 7 0 0 0 7 6 6 6 6 6 7
8 1 1
T r i a l 3 S t a n da r d i s e d S t a n d a r d i s e d S t a n d a r d i s e d S t a n d a r d i s e d S t a n d a r d i s e d
5 3 0 7 6 5 7 7 6 5 9 6 0 3 4 29 2 2 4 8 4 0 0 0 3 1 1 8 6 4 1 0 0 7 7 2 4 6 1 8 7
5 3 0 2 4 1 9 9 0 7 9 2 0 6 0 1 4 7 6 8 8 1 0 0 4 0 0 1 0 9 9 2 0 0 0 2 3 6 8 5 9 9
7 3 0 10 7 32 1 4 1 0 3 2 5 4 2 5 4 3 9 0 0 1 4 4 3 8 9 0 2 9 4 7 2 6 1 E - 0 5
1
T r i a l 4 S t a n d a r d i s e d St a n d a r d i s e d S t a n da r d is e d S t a n d a r d is e d S t a n da r d i s e d
5 4 0 3 2 1 9 67 5 3 7 0 1 9 0 6 5 1 4 5 4 0 0 5 1 1 8 8 8 1 1 0 0 0 0 4 1 7 4 1 2
5 4 0 2 7 5 9 2 7 1 6 0 0 7 0 5 1 1 2 0 6 0 0 1 1 1 6 4 2 7 4 0 0 3 8 2 9 6 0 5 7
7 4 0 0 9 1 9 8 6 4 9 3 0 0 5 6 5 4 4 5 5 3 0 0 0 1 1 8 0 8 3 7 0 0 0 0 1 9 7 7 2 1
8 4 1
T a b l e 5 : N t / N o R a t i o s , Ca l c u l a t e d B y T r i a l a n d St a n d a r d i s e d w i t h R e s p e c t t o
Co n t r o l
4 2
T r i a l 1
T im e (m in )
5 1
Lo g L o g
2 0
0 2 1 6 2 8 9 7 0 4
Lo g
6 0
- 0 2 9 2 8 2 30 2 9
Lo g
1 8 0
- 0 3 2 7 0 00 3 6 7
Lo g
3 6 0
- 2 7 3 5 18 2 1 77
6 1 0 29 5 89 8 0 82 - 0 0 9 9 3 0 9 1 6 7 - 0 2 1 8 2 0 89 1 7 - 2 5 7 2 7 7 0 6 15
7 1 - 0 2 8 6 8 2 4 5 5 8 - 0 2 0 2 5 4 3 5 9 4 - 0 1 3 1 9 5 1 7 8 5 - 2 1 1 5 3 9 3 4 1 9
8 1 0 0 0
T r i a l 3 Lo g L o g L o g L o g L o g
5 3 - 0 1 1 5 3 3 1 1 5 1 - 0 4 6 4 8 0 4 0 3 9 - 2 5 0 6 0 3 4 6 4 3 - 1 1 1 2 1 2 2 9 4 8
6 3 - 0 6 1 6 2 0 1 1 6 - 0 2 2 0 7 8 1 0 6 1 - 1 3 9 7 82 0 6 8 4 - 2 6 2 5 5 0 8 4 3 2
7 3 - 0 9 69 3 1 3 6 2 9 - 0 4 8 7 5 4 7 1 6 5 - 1 8 4 0 4 6 5 8 3 4 - 4 0 2 3 5 3 0 5 1 5
T r i a l 4 L o g L o g L o g L o g Lo g
5 4 - 0 4 9 2 1 8 7 9 1 4 - 0 7 1 97 5 9 8 7 9 - 1 2 1 3 3 2 7 9 8 4 - 3 37 9 4 3 5 0 23
6 4 - 0 5 5 9 2 0 5 5 5 - 1 1 5 1 7 4 1 85 6 - 1 9 5 2 1 6 9 5 0 1 - 1 4 1 684 5 9 3 6
7 4 - 1 0 3 6 2 7 S9 4 - 1 2 4 7 60 9 1 4 4 - 2 9 2 7 8 1 0 1 5 5 - 3 7 0 3 9 4 6 1 1 4
8 4 0 0
T a b l e 6 : L o g o f St a n d a r i s e d N t / N o R a t i o s
4 3
O v e r a l l T r i a l s
T i m e (m i n ) 2 0 6 0 1 8 0 3 6 0
5 1 - 0 1 30 4 0 9 7 8 7 - 0 4 9 2 4 6 2 3 1 5 - 1 3 4 8 7 8 7 6 6 5 - 2 . 4 0 8 9 1 33 8 3
6 1 - 0 2 9 2 8 3 6 2 0 9 - 0 4 90 6 1 0 6 9 5 - 1 1 8 9 3 9 9 7 - 2 2 0 5 0 4 1 6 6 1
7 1 - 0 7 64 1 38 0 4 2 - 0 6 4 5 89 9 9 6 8 - 1 6 3 3 4 0 92 5 8 - 3 2 8 09 5 66 8 3
8 1 0 0
T a b l e 7 : L o g o f St a n d a r d i s e d N t / N o R a t i o s , A v e r a g e d A c r o s s T r i a l s
4 4









T r i a l 1 : C o p p e r a n d Z i n c C h l o r i d e a s E. c o l i A n t a g o n i s t s
50 1 00 1 5 0 2 00
T im e (M in u t e s )
2 50 30 0 3 5 0
- 1 0 %









T r i a l 3 : C o p p e r a n d Z i n c Ch l o r i d e a s E . c o l i A n t a g o n i s t s
50 1 0 0 1 5 0 2 0 0 2 5 0
T i m e (M i n u t e s )
3 0 0 3 5 0 4 0 0
1 0 %
:
- ' 3 0 %
1 0 0 %







T r i a l 4 : C o p p e r a n d Z i n c C h l o r i d e a s E . c o l i A n t a g o n i s t s
5 0 1 0 0 1 5 0 2 0 0
T i m e ( M i n u t e s )
2 5 0 3 0 0 3 5 0 4 0 0
- 4 0 %
- - 3 0 %
10 0 %




T r i a l 1 : C o p p e r a n d Z i n c Ch l o r i d e a s E . c o l i A n t a g o n i s t s
(St a n d a r d i s e d t o C o n t r o l )
^ 1 . 5 :/ . . ; n ^
- 4 0 %
§ l ;
" i _ J : - / l / ^
,
:
< ^ - ^ 3 0 %
0 . 5 : ! , , : : :: T::r : : ' :: :i ~ : ~::
'
:
- * - ' ' - ~ ^ ^ - . . :
1 0 0 %
0 5 0 1 0 0 1 5 0 2 0 0 2 5 0 3 0 0 3 50 4 0 0
T i m e (M i n u t e s )
4 7
C o n t r o l
0 5 0 10 0 1 5 0 2 0 0 2 5 0 3 0 0 3 5 0 4 0 0
T i m e ( M i n u t e s )
T r i a l 3 : C o p p e r a n d Z i n c Ch l o r i d e a s E . c o / i A n t a g o n i s t s
(St a n d a r d i s e d t o Co n t r o l )
1 . 2
Q 0 . 8 . » : : „ . - i o %
S O. 6 i - ^
S : :, ; " - - -
_ ,
* - U i - 3 0 %
0 . 2
" " ~
' ~ - -
^
-
1 0 0 %








T r i a l 4 : Co p p e r a n d Z i n c Ch l o r i d e a s E . c o l i A n t a g o n i s t s
(St a n d a r d i s e d t o Co n t r o l )
5 0 10 0 1 5 0 2 0 0 2 5 0
T i m e ( M i n u t e s )
3 0 0 3 5 0 4 0 0
- - ; 1 0 %
' - : - ^ ^ - 3 0 %
1 0 0 %
Co n t r o l
T r i a l 1 : C o p p e r a n d Z i n c Ch l o r i d e a s E c o / / A n t a g o n i s t s
(L o g (N t / N o ) St a n d a r d i s e d t o C o n t r o l )
s - 1
- 3
5 0 1 0 0 1 5 0 2 0 0 2 5 0 30 0 3 5 0 4 0 0
T i m e ( M in u t e s )
^ ^ - 4 0 %
■
H - > - 3 0%
1 0 0 %
■ '
■^ ^ Co n t r o l
4 8
T r i a l 3 : C o p p e r a n d Z i n c Ch l o r i d e a s E . c o l i A n t a g o n i s t s






l OO. - 1 5 0 2 0 0 2 5 0 3 0 0 3 5 0 4 0 0
T i m e ( M i n u t e s )
1 0 %
- 3 0 %
10 0 %
Co n t r o l
T r i a l 4 : Co p p e r a n d Z i n c Ch l o r i d e a s E . c o l i A n t a g o n i s t s







5 0 1 0 0 1 5 0 20 0 2 5 0 50 0 3 5 0 4 0 0
T i m e (M i n u t e s )
1 0 %
■ 3 0 %
10 0 %
Co n t r o l
4 9
Ov e r a l l : C o p p e r a n d Z i n c C h l o r i d e a s E . c o l i A n t a g o n i s t s























^ ° ° ^
. 3 Co n t r o l
- 3 . 5
T i m e (M i n u t e s )
5 0
A p p e n d i x C : S t a t i s t i c a l A n a l y s i s
O n e w a y A n a ly s i s o f 1 0 % D o s e B y T i m e
t = 2 0 t = 3 6 0 t = 6 0
T i m e
O n e w a y A n o v a
A n a ly s i s o f V a r i a n c e
So u r c e D F
T im e
E r r o r




Su m o f
Sq u a r e s
3 . 5 9 3 8 9 9 5
1 . 4 8 2 1 6 6 9
5 . 0 7 6 0 6 6 4
M e a n Sq u a r e
0 . 8 9 8 4 7 5
0 . 0 5 9 2 8 7
F Ra t i o
1 5 . 1 5 4 8
P r o b > F
< . 0 0 0 1 *
5 1
O n e w a y A n a l y s i s o f 3 0 % D o s e By T i m e
r ^ 0 . 5
t = 3 6 0 t = 6 0
T i m e
O n e w a y A n o v a
A n a ly s i s o f V a r i a n c e
S o u r c e D F
T im e
Er r o r




S u m o f
S q u a r e s
3 . 1 8 5 3 2 0 5
2 . 8 8 8 8 6 3 2
6 . 0 7 4 1 8 3 7
M e a n Sq u a r e
0 . 7 9 6 3 3 0
0 . 1 1 5 5 5 5
F R a t i o
6 . 8 9 1 4
P r o b > F
0 . 0 0 0 7 *
5 2




0 . 8 -
o 0
. 6
o 0 . 4







7 ^ 0 ' t = 1 8 0 ' t = 2 0 ' t = 3 6 0 ' t = 6 0
T i m e
O n e w a y A n o v a
A n a ly s i s o f V a r i a n c e
S o u r c e D F
T im e
Er r o r




Su m o f
Sq u a r e s
3 . 6 3 6 0 2 6 6
1 . 3 3 0 9 7 4 8
4 . 9 6 7 0 0 1 4
M e a n Sq u a r e
0 . 9 0 9 0 0 7
0 . 0 5 3 2 3 9
F R a t i o
1 7 . 0 7 4 1
P r o b > F
< . 0 0 0 1 *
5 3
O n e w a y A n a l y s i s o f t = 2 0 By D o s a g e
10 0 %
D o s a g e
O n e w a y A n o v a
A n a l y s i s o f V a r i a n c e
So u r c e
D o s a g e
Er r o r





Su m o f
Sq u a r e s
0 . 9 0 8 2 0 2 4
2 . 1 3 8 7 0 4 8
3 . 0 4 6 9 0 7 3
M e a n Sq u a r e
0 . 4 5 4 1 0 1
0 . 1 4 2 5 8 0
F R a t i o
3 . 1 8 4 9
P r o b > F
0 . 0 7 0 3
5 4
O n e w a y A n a ly s i s o f t = 6 0 By D o s a g e
10 0 %
D o s a g e
O n e w a y A n o v a
A n a ly s i s o f V a r i a n c e
So u r c e D F
D o s a g e 2
Er r o r 1 5
C . T o t a l 1 7
S u m o f
Sq u a r e s
0 . 2 0 1 3 3 6 5
2 . 2 7 0 4 7 5 2
2 . 4 7 1 8 1 1 8
M e a n S q u a r e
0 . 1 0 0 6 6 8
0 . 1 5 1 3 6 5
F R a t i o P r o b > F
0 . 6 6 5 1 0 . 5 2 8 8
5 5




0 . 9 -
0 . 8 -
0 . 7 -
0 . 6 -
0 . 5 -
0 . 4 -
0 . 3
0 . 2
0 . 1 -
0 -





1 0 0 %
^
D o s a g e
O n e w a y A n o v a
A n a ly s i s o f V a r i a n c e
So u r c e D F
D o s a g e
E r r o r




S u m o f
Sq u a r e s
0 . 0 2 4 4 1 1 4
1 . 1 8 4 7 9 4 7
1 . 2 0 9 2 0 6 1
M e a n Sq u a r e
0 . 0 1 2 2 0 6
0 . 0 7 8 9 8 6
F R a t i o P r o b > F
0 . 1 5 4 5 0 . 8 5 8 2
5 6
O n e w a y A n a l y s i s o f t = 3 6 0 By D o s a g e
0
. 3
0 . 2 5 -
0
. 2 -
g 0 . 1 5 H
! 0 . 1
0 . 0 5 -
0 -









V - :/ /
1 -X <:
1 0% 1 0 0 %
D o s a g e
/
3 0 %
O n e w a y A n o v a
A n a ly s i s o f V a r i a n c e
So u r c e
D o s a g e
E r r o r
C . T o t a l
D F S u m o f
S q u a r e s
2 0 . 0 1 7 9 7 3 4 1
1 5 0 . 1 0 8 0 3 0 0 7
1 7 0 . 1 2 6 0 0 34 8
M e a n Sq u a r e
0 . 0 0 8 9 8 7
0 . 0 0 7 2 0 2
F Ra t i o P r o b > F
1 . 2 4 7 8 0 . 3 1 5 3
5 7
B iv a r i a t e F it o f L o g (N j / N o ) f o r 1 0 % D o s e
v s . T i m e
5 0 0 5 0 1 0 0 1 5 0 2 0 0 2 5 0 3 0 0 3 5 0 4 0 0
T i m e
Su m m a r y o f F i t
RSq u a r e 0 . 9 9 5 4 7 7
RSq u a r e A dj 0 . 9 9 3 9 7
Ro o t M e a n Sq u a r e E r r o r 0 . 0 7 8 0 7 8
M e a n o f R e s p o n s e - 0 . 8 7 6 1 1
O b s e r v a t i o n s (o r Su m W g t s ) 5
L i n e a r F it
L i n e a r F i t
1 0% D o s e = - 0 . 0 4 2 7 3 9 - 0 . 0 0 6 7 2 0 8 * T lm e
5 8
B iv a r i a t e F i t o f L o g ( N t / N o ) f o r 3 0 % D o s e
v s . T im e
5 0 0 5 0 1 0 0 1 5 0 2 0 0 2 5 0 3 0 0 3 5 0 4 0 0
T m e
L i n e a r F i t
3 0 % D o s e = - 0 . 1 0 4 9 0 4 - 0 . 0 0 5 8 9 2 5 * T lm e
S u m m a r y o f F i t
RS q u a r e 0 . 9 9 4 2 2 7
RSq u a r e A dj 0 . 9 9 2 3 0 3
Ro o t M e a n Sq u a r e E r r o r 0 . 0 7 7 3 8 8
M e a n o f R e s p o n s e - 0 . 8 3 5 5 8
O b s e r v a t i o n s (o r S u m Wg t s ) 5
L i n e a r F i t
5 9
Bi v a r i a t e F it o f L o g (N t / N o ) f o r 1 0 0 % D o s e
v s . T im e
0 5 0 1 0 0 1 5 0 2 0 0 2 5 0 3 0 0 3 5 0 4 0 0
T i m e
R o o t M e a n S q u a r e Er r o r 0 . 2 6 2 5 9 2
M e a n o f R e s p o n s e - 1 . 2 6 4 8 8
O b s e r v a t i o n s (o r Su m Wg t s ) 5
;~ r L i n e a r F it
L i n e a r F i t
1 0 0 % D o s e = - 0 . 2 2 8 3 4 4 - 0 . 0 0 8 3 5 9 2 * T lm e
Su m m a r y o f F it
RSq u a r e
R Sq u a r e A dj
0 . 9 6 7 8 4 9
0 . 9 5 7 1 3 2
6 0
